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摘要 : 秋 海 党 属 植物 种 类 繁多 ， 形 态 变 异 多 样 ， 导 致 种 类 的 系统 放置 混乱 ， 近 缘 种 类 鉴定 困难 。 利 用 
DNA 条 形 码 实现 物种 快速 准确 的 鉴定 技术 具有 不 受 形 态 特征 约束 的 优势 ， 为 秋 海 党 属 植物 的 分 类 鉴定 提 
t 了 新 的 方法 。 本 研究 选择 4 个 DNA 条 形 码 候选 片段 (rbcL, matK, irnH-psbA, ITS) 对 中 国 秋 海 党 属 26 
种 136 个 个 体 进行 了 分 析 。 结 果 显 示 : 叶绿体 基因 rbcL, matK 和 trnH-psbA 种 内 和 种 间 变 异 小 ， 对 秋 海 党 
属 植物 的 鉴别 能 力 有 限 ; ITS/TTS2 种 内 和 种 间 变 异 大 ， 在 本 研究 中 物种 正确 鉴定 率 达到 100% 96% ， 可 
考虑 作为 秋 海 常 属 DNA 条 形 码 鉴定 的 候选 片段 。 研 究 结果 支持 中 国 植物 条 形 码 研 究 组 建议 将 核 基 因 ITS/ 
ITS2 纳入 种 子 植物 DNA 条 形 码 核心 片段 中 的 观点 。 
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Evaluating Candidate DNA Barcodes among Chinese 
Begonia ( Begoniaceae) Species 
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Kunming 650201, China; 2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 


Abstract: Begonia is the biggest genus in the Begoniaceae and exhibits high morphological and ecological diversity , 
making intrageneric classification and species delimitation difficult, especially in the case of closely related species. 
In this respect, DNA barcoding has the advantage of achieving rapid species identification without relying on mor- 
phological characteristics, once a database containing species-specific sequences is established. In this study, we 
tested four candidate plant barcoding regions, including three chloroplast loci ( rbcL, matK, trnH-psbA) and one 
nuclear locus (ITS) , in 136 samples representing 26 species of Begonia. The results demonstrated that species i- 
dentification based on rbcL, matK and trnH-psbA sequences was poor due to low interspecific variation. Conversely , 
ITS/ITS2 sequences showed significant intra- and interspecific divergence enabling a high level of species discrimi- 
nation (96% —10096 ). Consequently, ITS/ITS2 could be considered as a potential barcode for identifying Begonia 
species, which supports the proposal by the China Plant BOL Group that ITS/ITS2 should be incorporated into the 
core barcode for seed plants. 

Key words: Begonia; DNA barcoding; ITS; matK ; rbcL; trnH-psbA 


DNA 条 形 码 (DNA barcoding) 是 利用 一 个 或 少数 几 个 短 的 标准 DNA 片段 实现 物种 快速 和 准确 识 
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别 和 鉴定 的 一 项 技术 ( Hebert 等 ，2003a，b; 
Savolainen 等 ，2005; Hollinsworth, 2011), 。 线 粒 
体 基 因 CO7 ( cytochrome coxidase subunit I) 已 经 
成 功 应 用 于 动物 界 大 多 数 类 群 的 鉴定 (Hebert 
等 , 2003a, 2004) ， 但 在 植物 中 线粒体 基因 进化 
WRIS (Kress 等 , 2005) ， 并 且 植 物 界 进化 过 程 
复杂 ， 杂 交 和 多 倍 性 现象 普遍 ， 为 寻找 标准 的 植 
物 DNA 条 形 码 的 工作 带 来 了 极 大 的 挑战 ( Riese- 
berg 等 ,2006; Fazekas 等 , 2009) ， 尤 其 是 对 一 些 
近 缘 种 或 近期 演化 物种 (Yan 等, 2011 ) 。 
近年 来 ,植物 DNA 条 形 码 的 研究 工作 集中 
于 从 单亲 遗传 的 叶绿体 基因 组 和 变异 较 大 的 核 基 
因 组 中 寻找 理想 的 植物 DNA 条 形 码 ， 并 相继 提 
出 了 不 同 的 片段 组 合 方案 。 生 命 条 形 码 联 盟 植物 
工作 组 [ GBOL Plant Working Group (2009)] ££ 
议 将 rbcL 和 matK 组 合作 为 陆地 植物 DNA 条 形 
码 核心 条 码 ， 此 后 ，trnH-psbA 和 ITS 被 建议 作 
为 补充 候选 片段 (Hollinsworth 等 , 2011) 。 中 国 
植物 条 形 码 研究 组 通过 对 1757 种 6286 个 植物 样 
品 的 综合 分 析 ， 建 议 将 核 基 因 ITS/ITS2 纳入 种 
子 植物 DNA 条 形 码 核心 片段 中 (Li 等 , 2011 ) 。 
随后 ， 高 连 明 等 (2012) 根据 植物 DNA 条 形 码 
研究 的 特点 ， 提 出 了 植物 DNA 条 形 码 研究 的 标 
准 规 范 ， 为 我 国 植物 DNA 条 形 码 研究 提供 了 详 
细 的 参考 资料 。 李 德 铁 等 (2012) 以 DNA 条 形 
码 为 核心 ， 首 次 提出 构建 新 一 代 植 物 志 〈iFlora) 
的 理念 ， 即 将 现代 植物 学 、DNA 测序 技术 与 信 
息 技术 相 结合 ， 通 过 系列 关键 技术 的 集成 和 攻 
关 ， 构 建 便捷 、 准 确 识别 植物 和 掌握 相关 数字 化 














性 状 上 的 变异 也 比较 显著 (Thompson 和 Thomp- 
son, 1981)， 且 近年 来 秋 海 常 属 不 断 有 新 种 、 自 
然 杂 交 种 发 表 (Shui 等 ，2002; Ku 等 ，2004， 
2006, 2008; Shui 和 Chen, 2005; Peng ££, 2005a, 
b, 2007, 2008a, b), ， 因 此 在 属 、 组 以 及 种 类 的 划 
分 处 理 上 存在 着 许多 争议 ， 尤 其 近 缘 种 类 难以 鉴 
定 。 同 时 该 属 大 多 是 多 汁 草本 植物 ， 传 统 方法 压 
制 成 的 标本 ， 在 叶片 颜色 、 花 纹 、 毛 被 颜色 和 人 花 
被 片 颜色 等 方面 都 有 很 大 程度 的 失真 ， 果实 和 子 
房 的 形态 解剖 学 特征 ( 子 房 室 数 、 胎 座 类 型 和 
台 座 裂片 数 ) 等 属 下 分 组 不 可 缺少 的 重要 诊断 
特征 ， 在 多 汁 的 果实 被 压 干 以 后 很 难 准确 观察 ， 
也 是 造成 秋 海 党 属 分 类 系统 有 些 混乱 的 原因 之 
一 。DNA 条 形 码 技术 仅 需 生物 体 的 一 部 分 组 织 
就 可 实现 对 物种 的 快速 鉴定 ， 而 所 取 组 织 可 以 来 
自 于 生物 体 的 任何 部 位 、 甚 至 可 能 实现 使 用 来 自 
保存 较 好 的 标本 ， 为 秋 海 党 属 植物 的 分 类 鉴定 提 
供 了 很 好 的 辅助 方法 。 

本 文 应 用 植物 DNA 条 形 码 四 个 候选 片段 
(rbcL, matK, trnH-psbA 和 ITS) 对 中 国 秋海棠 
属 植物 进行 了 研究 ， 评 价 其 PCR 扩 增 和 测序 成 
功率 ， 种 内 种 间 差 异 及 物种 鉴定 能 力 ， 筛 选 出 适 
合 秋 海 常 属 的 候选 DNA ADS, 


























1 材料 和 方法 
1.1 实验 材料 

采集 分 布 于 中 国 云南 、 广 西 以 及 越南 的 秋 海 常 属 植 
物 26 种 ， 每 种 不 同 采集 地 点 按照 居 群 大 小 间隔 3 ~5 mo 
集 1 ~7 个 个 体 ， 共 获得 136 个 个 体 。 标 本 存放 于 中 国 科 学 





























言 息 的 新 一 代 植 物 志 ， 它 将 极 大 地 促进 植物 分 类 
学 和 系统 发 育 、 演 化 生物 学 、 生 态 学 、 生 物 地 理 
学 和 保护 生物 学 等 相关 学 科 的 发 展 。 

秋 海 党 属 (Begonia L.) 是 一 个 泛 热 带 分 布 
的 大 属 ， 全 世界 约 有 1 500 种 ， 以 美洲 和 亚洲 种 
类 居多 ,各 占 600 种 左右 (Sosef, 1994), 中国 
有 9 组 ， 约 150 余 种 ， 主 要 分 布 于 我 国 西南 、 华 
南 各 省 (Shui 等 , 2002) ， 该 属 绝 大 部 分 的 种 类 
分 布 具有 明显 的 局 域 性 ， 属 下 各 个 组 也 往往 限定 
于 某 一 洲 ， 甚 至 是 某 一 地 区 。 秋 海棠 属 植物 形态 
变异 复杂 ， 性 状 受 环境 影响 较 大 ， 不同 的 种 类 在 
习性 、 生 境 、 体 态 、 叶 形 、 叶 色 及 花色 等 方面 表 
现 出 多 样 性 ， 即 使 同一 种 类 的 不 同居 群 ， 在 某 些 



































院 昆 明 植物 研究 所 标本 馆 (KUN), 详细 采集 信息 见 附录 1 
(FEL: http ://journal. kib. ac. cn/UserFiles/File/JLJ. pdf) 。 
1.2 实验 方法 

选取 硅胶 干燥 或 新 鲜 叶 片 ， 采 用 改良 的 CTAB 法 提 
取 总 DNA (Doyle 和 Doyle, 1987) , PCR 扩 增 采用 20 pL 
的 反应 体系 ， 包 括 正 反 向 引物 各 0.5 pl (0.5 pM), ， 模 
WR DNA 1 uL (30 ~50 ng), dd H,O 7.5 uL, 4% 二 甲 基 
WI (DMSO) 0.5 uL, 2xTaq PCR MasterMix 10 pL [天 
根 (天 根 生 化 科技 ， 北 京 ); Taq 聚合 酶 0.1U，dNTP 0.5 
mM, Tris-HCl (pH8.3) 20 mM, KCl 100 mM, MgCl, 3 
mM] 。 引 物 序列 及 扩 增 反应 程序 见 表 1, PCR 产物 经 琼 
糖 凝 胶 电 泳 检 测 后 ， 使 用 ExoSAP-IT 纯化 酶 ( Affy- 
metrix Inc. ). 进行 纯化 ,7 pL 反应 体系 :5 kL PCR 产物 
和 2 uL 10 售 稀释 的 纯化 酶 ， 纯 化 反应 程序 为 : 37 °C 15 
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min 纯化 ，80 C15 min 使 纯化 酶 失 活 ，4 °C 停止 。ABI 
3730 XL 自动 测序 仪 进行 正 反 向 引物 双向 测序 ， 反 应 程 
HON: 94 预 变 性 10 s; 96 "C ZEE 10 s, 50 % 退火 5 s, 
60 % 延伸 4 min， 共 32 个 循环 ; 4% 停止。 
1.3 数据 分 析 

本 人 研究 对 单个 条 形 码 片段 : rbcL, matK, trnH-psbA, 
ITS 和 ITS2 (于 ITS 片段 中 截取 ); 叶绿体 片段 的 组 合 : 
rbcL+matK, rbcL+matK+trnH-psbA ; 以 及 包含 ITS 片段 的 
MAHA: ITS+rbcL, ITS&matK, ITS+trnH-psbA, ITS+ 
rbcL+matK, ITS+rbcL+irnH-psbA, ITS+matK +trnH-psbA, 
ITS+rbcL+matK+trnH-psbA 进行 了 分 析 。 如 果 某 个 种 的 个 
本数 小 于 2 个 ， 则 此 种 在 分 析 中 被 去 除 ， 且 在 构建 联合 
和 矩阵 时 ， 如 果 某 个 体 有 缺失 数据 ， 此 个 体 也 被 去 除 。 应 
用 Sequencher 4.1.4 软件 (Gene Codes) 完成 序列 编辑 
和 拼接 ， 应 用 MAFFT 7.0 的 G-INS-i 算法 完成 比 对 并 做 
部 分 手工 调整 (Katoh “, 2005; Katoh 和 Toh, 2008) 。 
应 用 MEGA 4.3 (Tamura “, 2007) 计算 变异 位 点 
(Variable sites) 、 信 息 位 点 ( Parsimony-informative sites ) 
和 K2P FERS (Kimura 2-parameter distances ) , 结合 一 上 
的 统计 软件 完成 呈现 种 内 、 种 间 遗 传 距离 分 布 频 度 的 
“Barcoding gap" Blo JH SPSS 16.0 (SPSS 公司 ， 芝 加 
ay, IL) 完成 Wilcoxon 秩 和 检验 ， 评 价 不 同 条 码 种 内 、 
种 间距 离 的 差异 显著 性 。 

应 用 建树 方法 对 物种 鉴定 

























































































能 力 进行 评价 。 邻 接 法 


(Neighbor-joining trees, NJ) 构建 基因 树 ， 采 用 K2P 距离 
模型 (K2P distance model) 和 配对 剔除 法 (pairwise de- 
letion) ， 在 MEGA 4.3 中 运行 ， 自 展 分 析 (Bootstrap a- 
nalysis) 1 000 次 抽样 ， 根 据 抽样 自 展 值 (Bootstrap val- 
ue, BS) 评估 分 支 的 可 靠 性 。NJ 树 上 同 种 的 个 体 聚 成 一 
支 上 支持 率 (ARE) =50% 则 认为 正确 鉴定 到 种 。 























2 结果 
2.1 PCR 扩 增 和 测序 成 功率 

136 个 个 体 中 , matK, trnH-psbA 和 ITS 的 
PCR 扩 增 成 功率 分 别 为 : 68.1% , 89.9961 77. 5% , 
trnH-psbA 的 扩 增 成 功率 较 高 ，maiK 和 ITS 的 扩 
增 成 功率 较 低 。matK，irnH-psbA 和 ITS 的 测序 成 
功率 (测序 后 获得 高 质量 的 序列 且 正 反 向 序列 顺 
利 拼接 即 判定 为 成 功 ) 分 别 为 : 95.7% , 94. 496 
和 90.7% 。 最 终 分 别 获得 matK, trnH-psbA 和 ITS 
序列 90、115 和 95 条 ， 另 由 GenBank 上 获得 3 条 
ITS 序列 。 对 于 rbcL， 于 30F 和 1400R 引物 扩 增 得 
到 的 rbcL 序列 全 长 中 截取 DNA 条 形 码 要 求 的 mbeL 
序列 41 2&, RR 95 个 个 体 获 得 rbcL 序列 54 条 ， 
PCR 扩 增 和 测序 成 功率 分 别 为 : 61.1% 和 93.196 , 
共 获 得 rbcL 序列 95 条 。 


表 1 实验 引物 和 PCR 扩 增 反应 程序 


Table 1 Primers and PCR amplification conditions used in this study 


候选 片段 引物 
DNA region 


引物 序列 (5'- 3^) 


Primer pairs Primer sequences (5'- 3’) 


扩 增 反应 程序 文献 来 源 


Thermocycling conditions Source 





94 % 4 min; [30 cycles: 
nH GCA TGG TGG ATT CAC AAT ; * Tate and Simpson , 2003 
mH-psbA trn CGC GC Gi CAC CC 94 "C 1 min; ate and Simpson , 200 
52 C 1 min; 72 C 1 min]; 
psbA GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C Sang et al., 1997 
72 % 10 min 
ITS5 GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG C oe C: Eining [30 cycles; White, 1990 
ITS 94 C 1 min; 
ITs4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC SIU Toming tee Liinil; White, 1990 
72 % 10 min 
4 C 4 min; [30 cycles: 
rbcL-1F ATG TCA CCA CAA ACA GAA ACT A min; [30 cycles: Fay et al., 1997 
94 C 1 min; 
bcL-724R CAT GTA CCT GCA GTA GC 3 Liin qute andy F 1., 1997 
rbcL eem 7 Y 7 7 72 % 10 min ee 
4 % 4 min; [30 cycles; 
rbcL-30F AGC AAG TGT TGG ATT CAA AG i min; [30 cycles: Zhang et al., 2011 
94 C 1 min; 
52 C 1 min; 72 € 1 min]; 
rbcL-1400R CRG CMG CTA GTT CRG GAC TC NU min]; Zhang et al., 2011 
72 C 10 min 
94 *C 4 min; [30 cycles: Hollingsworth et al., 
3F T ACA GTA CTT TTG TGT TTA CGA 
matK CCTACA GIAL i E g 94 C 1 min; 2009 
IR ACC CAG TCC ATC TGG AAA TCT TGG TTC 52 *C 1 min; 72% 1min]; Hollingsworth et al., 


72 C 10 min 2009 
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2.2 序列 多 样 性 特征 叶绿体 片段 联合 分 析 鉴 定 4 种 ， 物 种 鉴定 率 为 


四 个 候选 片段 和 ITS2 的 序列 特征 如 表 2 所 
示 ， 三 个 叶绿体 片段 rbcL，matK 和 trnH-psbA 的 
变异 /信息 位 点 个 数 分 别 为 : 13/12, 12/12 和 
11/8, ITS 比 对 后 的 长 度 为 867 pp， 变 异 / 信 息 位 
点 数 为 272/245 个 ， 占 比 对 长 度 的 31. 4/28. 3% 。 
ITS2 比 对 后 的 长 度 为 427 bp， 变 异 / 信 息 位 点 数 为 
142/134 个 ， 占 比 对 长 度 的 33.3/31.4%。 有 5 个 
个 体 (40782-1, D-33-1, D-38-6, GBOWS1236-1, 
GBOWS1236-2) 的 核 基 因 ITS 序列 中 发 现 1 个 套 
I, 1 个 个 体 (31397) 有 2 个 套 峰 。 其 中 ， 除 
个 体 31397 序列 中 的 1 个 套 峰 出 现在 ITS1 序列 
内 ， 其 余 6 个 套 峰 均 出 现在 ITS2 序列 内 ， 这 些 
位 点 使 用 简 并 碱 基 代 蔡 进行 分 析 。 
2.3 种 内 和 种 间距 离 

由 种 内 种 间 K2P 距离 得 到 “barcoding gap” 
分 布 图 结果 显示 (图 1) ， 核 基因 ITS/ITS2 存在 
“barcoding gap”， 但 不 明显 ， 有 小 部 分 的 重 芋 ， 
rbcL, matK 和 trnH-psbA 不 存在 “barcoding gap”。 
Wilcoxon 秩 和 检验 结果 显示 四 个 候选 片段 以 及 


















































28.6% ( 表 5)。 核 基因 ITS 的 物种 鉴定 率 为 
100% , 23 种 秋 海 演 全 部 正确 鉴定 ， 且 除 黄 氏 秋 
海棠 (B. huangii Y. M. Shui & W.H. Chen) 的 支 
持 率 为 79% 外 ， 其 他 22 种 支持 率 都 在 90% 以 上 
(E12), 包含 ITS 的 片段 联合 分 析 (ITS+rbcL， 
ITS+matK, ITS+trnH-psbA, ITS+rbcL+matK, ITS 
+rbcL +trnH-psbA, ITS +matK +trnH-psbA, ITS + 
rbcL+matK +trnH-psbA) 的 物种 鉴定 率 同样 都 是 
100% 。ITS2 的 物种 鉴定 率 与 ITS TH EC SURE 
海棠 (B. leprosa Hance) 的 支持 率 未 达到 50% , 
物种 鉴定 率 降 为 95.7% ， 其 它 各 种 的 支持 率 也 
有 所 下 降 ，23 种 秋海棠 中 有 4 种 的 支持 率 未 达 
到 90% ， 黄 氏 秋海棠 的 支持 率 最 低 ， 为 55% 
(图 2)。 


3 讨论 
3.1 DNA 条 形 码 引物 通用 性 

在 引物 通用 性 方面 ，trmH-psbA 扩 增 成 功率 
较 高 ，matK 和 ITS 扩 增 成 功率 较 低 ( 表 2) ， 这 











ITS2 的 种 内 距离 变异 不 显著 ， 种 间距 离 变 异 差 
异 大 小 顺序 为 YTS2 >ITS > rbcL.> matK > trnH-psbA 

















(#3, 4), 
2.4 物种 鉴定 有 效 性 
2.4.1 建树 方法 NI 树 结果 显示 三 个 叶绿体 片 











段 的 物种 鉴定 能 力 不 高 : rbcL 鉴定 2 FH, matK 
鉴定 4 种 ， trnH-psb A 鉴定 4 种 ， 物 种 鉴定 率 分 
别 为 : 9. 5% ，20% ，17. 4% ; rbcL 和 matK 联 
合 分 析 鉴定 3 种 ， 物 种 鉴定 率 为 18.8% ; 三 个 


与 以 往 的 研究 结果 相符 (Kress 55, 2005; Chase 
4k. 2007; Kress 和 Erickson, 2007; Lahaye 等 ， 
2008a; Newmaster 等 , 2008; Ren 等 , 2010) JS 
管 本 文 对 四 个 候选 片段 的 PCR. 反应 条 件 进 行 了 
优化 ， 其 扩 增 成 功率 依然 较 低 ， 测 序 成 功率 也 未 
达到 100% (〈 表 2) ， 这 可 能 是 因为 样品 DNA 模 
板 的 质量 较 差 或 实验 技术 方面 的 问题 。 因 此 ， 四 
个 候选 条 码 在 秋 海 党 属 植物 中 的 引物 通用 性 是 否 
偏 低 或 者 有 其 特殊 性 还 需要 进一步 探索 。 


R2 四 个 候选 片段 序列 多 样 性 特征 比较 


Table 2 The comparisons of characteristics of the four candidate DNA regions 


候选 片段 Candidate DNA regions 





参数 Parameters 





rbcL matK irn H-psb A ITS ITS2 
No. sampled species ( individuals) 21(97) 20(90) 23(115) 23(98) 23(98) 
PCR success/% 61.05 68.12 89.86 71.54 — 
Sequencing success/ 96 93.10 95.74 94.35 90. 65 = 
Aligned length (size, bp) 545 (540-545 ) 759 (759 ) 304(286-300) 867(676-698) | 427(282-327) 
No. of variable/parsimony informative sites 13/12 12/12 11/8 272/245 142/134 
Indel length/bp 1-5 — 1-14 1-20 1-20 
GC (range, % ) 44.4 32.6 20.8 58.3 58.5 
Total overlap ( 96 observation) 0.81 0.26 2.96 8.59 4.44 
9096 Overlap (96 observation) 0.75 0.26 2.96 0.23 1.63 
Mean interspecific distance 0. 005 +0. 002 0.003 +0. 002 0.003 +0. 002 0.075+0.010 0. 082+0. 017 


0. 0007 +0. 0005 


Mean intraspecific distance 


0.0004+0. 0003 


0.0009+0.0007 0.00390. 0012 


0. 0023+0. 0012 
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RI 不 同 片段 种 间 变 异 的 Wileoxon 秩 和 检验 
Table 3 Wilcoxon two-related-samples tests of interspecific divergence among DNA markers 
W+ W- 相关 等 级 Relative ranks N {Ë N-value P (& P-value 结果 Result 
ITS matK W+=7260 W-=0 120 P<0.001 ITS>matK 
ITs trnH-psbA W+=11781 W-=0 153 P<0.001 ITS»trnH-psb A 
ITS rbcL W+=9316 W-=0 136 P<0.001 ITS»rbcL 
ITS ITS2 W+=7124 W-=23257 253 P<0.001 ITS<ITS2 
ITS2 matk W+=7260 W-=0 120 P<0.001 ITS2>matK 
ITS2 trnH-psbA W+=11781 W-=0 153 P<0.001 ITS2>trnH-psbA 
ITS2 rbcL W+=9316 W-=0 136 P<0.001 ITS2»rbcL 
matK irn H-psb A W+=3948.5 W-=1616.5 136 P<0.001 matK>trnH-psbA 
matK rbcL W+=636.5 W-=4413.5 120 P<0.001 matK<rbcL 
trnH-psbA rbcL W+= 1900 W-= 14390 210 P<0.001 trnH-psbA<rbcL 
#4 ABA RAAB GB Wilcoxon 秩 和 检验 
Table 4 Wilcoxon two-related-samples tests of intraspecific divergences among DNA markers 
W+ W- 相关 等 级 Relative ranks N {Ë N-value P {Ë P-value 结果 Result 
ITS matK W+=35 W-z10 16 0.139 ITS =matk 
ITs trnH-psbA W+=42 W-=3 18 0.021 ITS =trnH-psbA 
ITs rbcL W+=33 W-z12 17 0.214 ITSzrbcL 
ITS ITS2 W+=62 W-=29 23 0.249 ITS=ITS2 
ITS2 matk W+=21 W-=7 16 0. 237 ITS2 = matK 
ITS2 trnH-psbA W+=31 W-z5 18 0. 069 ITS2 =trnH-psbA 
ITS2 rbcL W+=24 W-z12 17 0.401 ITS2 =rbcL 
matK irn H-psbA W+=6 W-=22 17 0.176 matK =trnH-psbA 
matK rbcL W+=2 W-=26 16 0. 043 matK =rbcL 
trnH-psb A rbcL W+=5 W-=10 21 0. 500 trnH-psbA 2 rbcL 
表 5 ”NJ 树 分 析 得 到 叶绿体 片段 及 其 组 合 正确 鉴定 的 物种 (cas 002) 
Table 5 Species discrimination (bootstrap value =50% ) of three chloroplast loci and their combination based on the NJ tree 
候选 片段 Candidate DNA regions 
种 名 Taxa 
rbcL matk trnH-psbA LK LKH 

Section I. Coelocentrum Irmsch. 
B. biflora 64 88 = 94 94 
B. guangxiensis = = = 55 51 
B. zhengyiana = 64 = = = 
Section Il. Diploclinium (Lindl. ) A. DC. 
B. cavaleriei — 66 68 64 65 
Section Ill. Leprosae (T. C. Ku) Y. M. Shui 
B. cylindrica 64 = 64 = = 
Section IV. Platycentrum (Klotzsch) A. DC. 
B. megalophyllaria = - 63 — 60 
Section V. Reichenheimia (Klotzsch) A. DC. 
B. parvula 三 72 53 三 = 


Note; LK (rbcL+matK) , LKH (rbcL+matK+trnH-psbA ) 
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0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 


matk 





0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007 


trnH 

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 
ITS 

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 
ITS2 

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 02 


图 1 不 同 候选 片段 种 内 和 种 间 K2P 距离 分 布 图 
Fig.1 Relative distribution of the intraspecific and 
interspecific distances Kimura 2-parameter 


( K2P) distances for each locus 


3.2 ”物种 分 辨 率 的 评价 

以 往 部 分 研究 结果 显示 三 个 叶绿体 片段 在 某 
些 类 群 中 具有 和 较 高 的 引物 通用 性 和 正确 鉴定 率 
(Kress 等 , 2005, 2009; Kress 和 Erickson, 2007; 
Fazekas “, 2008; Lahaye $E, 2008a, b; New- 
maste 5&, 2008; Hollingsworth Œ, 2009), 2009 
年 ， 生 命 条 形 码 联盟 植物 工作 组 提出 将 rbcL 和 
matK 作为 陆地 植物 DNA. 条 形 码 核心 候选 片段 
( CBOL Plant Working Group, 2009) , TE fk ifia Jg 
中 ， 三 个 叶绿体 片段 不 存在 “barcoding gap” (图 
1), 种 内 、 种 间距 离 较 小 ， 物 种 正确 鉴定 率 低 于 
20% ，rbcL+matK 和 三 个 片段 联合 分 析 的 物种 正 
确 鉴定 率 不 超过 30% (35), 这 可 能 是 由 于 三 
个 叶绿体 片段 在 秋 海 党 属 中 进化 速率 慢 、 谱 系 分 
化 不 完全 或 是 秋 海 党 属 自身 物种 分 化 时 间 短 等 生 
HERAF, DURS DUE SES (Dendrobium 
Sw. : 黄海 等 , 2010) 以 及 中 国生 命 条 形 码 联盟 
(Li, 2011) 研究 的 115 属 中 的 14 个 属 的 植物 种 
类 中 也 存在 。 

核 基因 ITS 片段 种 内 变异 和 种 间 变 异 最 大 ， 
存在 “barcoding gap”， 单 片段 及 包含 有 ITS 片 
段 的 联合 分 析 物 种 正确 鉴定 率 高 达 100% ， 能 很 
好 地 区 分 秋 海 党 属 的 不 同 种 类 ， 可 考虑 作为 秋 海 
3) DNA 条 形 码 鉴 定 的 标准 条 码 。 以 往 的 研究 
结果 显示 ，fITS 片段 在 眼 子 菜 科 ( Potamoget- 
onaceae; Du 等 ,2011 ) 、 女 贞 属 (Ligustrum; Gu 
等 , 2011) MWI (Tacca: 赵 月 梅 和 张 玲 ， 
2011) 中 的 物种 分 辨 率 也 达到 100% ， 在 其 它 科 
属 中 也 具有 最 高 的 物种 分 辨 率 (Altschul 等 ， 
1990; Kress 等 ，2005 ; Sass 等 ，2007;，Liu 等 ， 
2010; Ren 等 ，2010; Shi 等 ，2011; Xiang 等 ， 
2011; Fu 等 ，2011; Guo 等 ，2011; Yan 等 ， 
2011) 。 因 此 ， 在 物种 分 辩 率 方面 ITS 片段 作为 
DNA 条 形 码 具 有 明显 的 优势 ， 但 其 引物 通用 性 
较 低 、 存 在 poly-A 结构 、 序 列 多 拷贝 且 变 异 位 
点 众多 导致 比 对 困难 是 其 作为 秋海棠 属 DNA. 条 
形 码 的 主要 限制 因素 ,类似 的 结果 在 以 前 的 研究 
中 也 出 现 过 ( 赵 丽 嘉 等 , 2010; 赵 月 梅 和 张 玲 ， 
2011; Alvarez 和 Wendel, 2003; Bailey 等 ，2003 ; 
Kress 等 , 2005; Chase =, 2007; Kress 和 Erickson, 
2007; Sass “, 2007; Lahaye “, 2008b; Gonzalez 
4*. 2009; CBOL Plant Working Group, 2009; 
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Begonia megalophyllaria P 1 D-33-2 
Begonia megalophyllaria P 1 D-33-3 
Begonia megalophyllaria P | D-33-4 
Begonia megalophyllaria P | GBOWS341 
Begonia megalophyllaria P | D-33-1 
Begonia megalophyllaria P | 82887 
Begonia psilophylla P. | 31709-4 
Begonia psilophylla P 1 31709-3 
Begonia psilophylla P 1 44304 

Begonia manhaoensis P 171667 
Begonia manhaoensis P 181792-3 
Begonia villifolia P | 31397 

Begonia villifolia P | CKF275 

Begonia villifolia P | GBOWS494 
Begonia villifolia P | GBOWS813-2 
Begonia villifolia P! GBOWS813-3 
Begonia villifolia P| GBOWS558 
Begonia baviensis C | GBOWS1324-3 
Begonia baviensis C | GBOWS1324-1 
Begonia baviensis C | D-57-1 

Begonia baviensis C | D-57-2 

Begonia baviensis C | GBOWS1324-13 
Begonia baviensis C | GBOWS1324-2 
Begonia baviensis C | 80465 

Begonia laminariae P | 32786 

Begonia laminariae P | 32786-2 
Begonia tetragona S 1 82808 

Begonia tetragona S | AY048989 
Begonia subhowii P | 81299 

Begonia subhowii P | GBOWS0186 
Begonia daweishanensis P 1 D-34-1 
Begonia daweishanensis P | D-34-5 
Begonia daweishanensis P 1 D-34-2 
Begonia daweishanensis P 1 D-34-4 
Begonia daweishanensis P 1 D-34-3 
Begonia daweishanensis P | D-34-6 
Begonia purpureofolia P | GBOWS393-2 
Begonia purpureofolia P | GBOWS393-3 
Begonia hekouensis P | GBOWS1236-3 
Begonia hekouensis P | GBOWS1236-9 
Begonia hekouensis P | GBOWS1236-1 
Begonia hekouensis P | GBOWS1236-2 
Begonia hekouensis P | GBOWS1236-8 
Begonia hekouensis P | GBOWS1236-20 
Begonia ruboides D | D-38-6 

Begonia ruboides D 1 D-38-2 

Begonia ruboides D | D-38-4 

Begonia ruboides D 1 D-38-3 

Begonia ruboides D | D-38-5 

Begonia labordei D | H-Z-0083 

Begonia labordei D | AF485122 
Begonia umbraculifolia C | B2005-073 
Begonia umbraculifolia C | B2005-073-2 
Begonia umbraculifolia C | B2005-073-1 
Begonia umbraculifolia C | B2005-073-3 
Begonia leprosa L | B2004-166 
Begonia leprosa L | B2004-166-2 
Begonia leprosa L | B2003-151 

Begonia leprosa L 1 9004 

Begonia leprosa L | B2005-082 

Begonia cylindrica L 1 B2003-016-3 
Begonia cylindrica L. | B2003-016-1 
Begonia cylindrica L 1 B2003-016-4 
Begonia cylindrica L 1 B2003-016-5 
Begonia cavaleriei D | GBOWS0009 
Begonia cavaleriei D | GU176060 
Begonia zhengyiana C 144303-2 
Begonia zhengyiana C 144303-3 
Begonia zhengyiana C | 44303-4 
Begonia zhengyiana C 144303-1 
Begonia zhengyiana C | 82899-2 
Begonia guangxiensis C | B2004-188-1 
Begonia guangxiensis C 1 B2004-188-5 
Begonia guangxiensis C 1 B2004-188-4 
Begonia guangxiensis C 1 B2004-188-6 
Begonia guangxiensis C | B2004-188-2 
Begonia guangxiensis C 1 B2004-188-3 
Begonia biflora C 1 32236-2 

Begonia biflora C | 32236-6 

Begonia biflora C | 32236-1 

Begonia biflora C | 44123 

Begonia biflora C | 32236-4 

Begonia biflora C | 32236-3 

Begonia biflora C | 20484 

Begonia lantemaria C | B2004-090-1 
Begonia lantemaria C 1 82004-090-2 
Begonia lantemaria C | B2004-090-3 
Begonia huangii C 1 40782-1 

Begonia huangii C 1 40782-7 

Begonia huangii C 1 40782-5 

Begonia huangii C 1 40782-2 

Begonia longistyla C 1 40778-7 

Begonia longistyla C 1 40778-5 

Begonia longistyla C. 1 40778-3 

Begonia longistyla C | 40778-6 

Begonia longistyla C 1 40778-1 

Begonia longistyla C 140801-1 

Begonia longistyla C | 40801-5 





ITS 和 ITS2 分 析 得 到 秋海棠 属 的 NJ 树 , 分 支 上 显 


Fig.2 NJ tree based on ITS and ITS2 sequences for Begonia. Bootstrap values ( >50% ) are shown above 
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ITS2 


98 


85 


1 D-33-1 
182887 
1 D-33-3 
1D-33-2 


66 Begonia megalophyllaria P 
Begonia megalophyllaria P 
Begonia megalophyllaria P 
Begonia megalophyllaria P 
Begonia megalophyllaria P 1 D-33-4 
Begonia megalophyllaria P | GBOWS341 
99 Begonia manhacensis P 1 71667 
Begonia manhaoensis P 181792-3 
Begonia psilophylla P. 144304 
Begonia psilophylla P. 1 31709-3 
Begonia psilophylla P 1 31709-4 
Begonia villifolia P 1 31397 
Begonia villifolia P | CKF275 
Begonia villifolia P  GBOWS813-2 
Begonia villifolia P | GBOWS494 
Begonia villifolia P | GBOWS813-3 
Begonia villifolia P  GBOWS558 
Begonia subhowii P 1 81299 
Begonia subhowii P | GBOWS0186 
1D-34-1 
1D-34-3 
1D-344 
1 D-34-6 





100 
Begonia daweishanensis P 
Begonia daweishanensis P. 
Begonia daweishanensis P. 
= Begonia daweishanensis P 
Begonia daweishanensis P 
Begonia daweishanensis P 
95 
100 


1D-34-2 
1D-34-5 
Begonia laminariae P 1 32786 
Begonia laminariae P | 32786-2 
Begonia tetragona S 182808 
Begonia tetragona S | AY048989 





Begonia baviensis C | GBOWS1324-2 
s Begonia baviensis C | D-57-1 
Begonia baviensis C | GBOWS1324-3 
Begonia baviensis C | D-57-2 
Begonia baviensis C | GBOWS1324-13 
Begonia baviensis C | GBOWS1324-1 
Begonia baviensis C | 80465 


Begonia ruboides D | D-38-2 
Begonia ruboides D | D-38-4 
Begonia ruboides D | D-38-3 
Begonia ruboides D | D-38-5 
Begonia ruboides D | D-38-6 
98 Begonia purpureofolia P | GBOWS393-2 
Begonia purpureofolia P | GBOWS393-3 
so Begonia hekouensis P | GBOWS1236-1 
Begonia hekouensis P | GBOWS1236-2 
Begonia hekouensis P | GBOWS1236-3 
Begonia hekouensis P | GBOWS1236-9 
Begonia hekouensis P | GBOWS1236-8 
70 Begonia hekouensis P | GBOWS1236-20 
pF Begonia labordei D | H-Z-0083 





98 





98 





AN Id 


s6 


99 


100 — Begonia labordei D | AF485122 
Begonia umbraculifolia C | B2005-073 
Begonia umbraculifolia C | B2005-073-3 
Begonia umbraculifolia C | B2005-073-1 
Begonia umbraculifolia C | B2005-073-2 

ES Begonia leprosa L 1 B2004-166 

Begonia leprosa L 1 82004-166-2 
Begonia leprosa L 1 B2003-151 
Begonia leprosa L 19004 
Begonia leprosa L 1 B2005-082 

1 B2003-016-3 

1 B2003-016-4 


Begonia cylindrica L 
Begonia cylindrica L 
Begonia cylindrica L 1 B2003-016-1 
Begonia cylindrica L 1B2003-016-5 

6s Begonia cavaleriei D | GBOWS0009 
Begonia cavaleriei D | GU176060 
Begonia zhengyiana C. | 44303-4 
Begonia zhengyiana C. 144303-3 
Begonia zhengyiana C 144303-1 
Begonia zhengyiana C 144303-2 
Begonia zhengyiana C 1 82899-2 
Begonia lantemaria C 1 B2004-090-2 
Begonia lantemaria C | B2004-090-1 
Begonia lantemaria C. | B2004-090-3 
Begonia guangxiensis C | B2004-188-1 
Begonia guangxiensis C | B2004-188-3 

1B2004-188-4 

1B2004-188-6 


Begonia guangxiensis C 





97 


Begonia guangxiensis C 
Begonia guangxiensis C | B2004-188-2 
Begonia guangxiensis C | B2004-188-5 
57 Begonia biflora C | 32236-2 

Begonia biflora C | 32236-6 

Begonia biflora C | 32236-3 

Begonia biflora C 1 44123 

Begonia biflora C | 20484 





74 


the relevant branches. * Species not discriminated using ITS2 


51 


Begonia biflora C | 32236-1 
Begonia biflora C 1 32236-4 
Begonia huangii C 1 40782-1 
Begonia huangii C 1 40782-5 
Begonia huangii C 1 40782-7 
Begonia huangii C 1 40782-2 
Begonia longistyla C 1 40778-6 
Begonia longistyla C | 40778-1 
Begonia longistyla C 1 40778-3 
Begonia longistyla C 1 40778-5 
Begonia longistyla C 1 40801-5 
Begonia longistyla C 1 40778-7 
Begonia longistyla C 1 40801-1 


F 50% 支持 率 ， 友 ITS2 未 能 正确 鉴定 的 种 
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Whitlock 等 , 2010; Hollingsworth, 2011; Holling- 
sworth 等 , 2011) 。 

近年 来 ，ITS 片段 的 一 部 分 ITS2 在 一 些 类 条 
中 已 被 证 实 具有 很 好 的 鉴定 效果 (Gao 和 Chen, 
2009; Chen 等 ，2010; Shi 4$, 2011; Xiang 等 ， 
2011; Yao 等 , 2011; Li 等 , 2011) 。 本 研究 中 ， 
ITS2 种 内 距离 小 于 ITS、 种 间距 离 大 于 ITS， 存 
在 “barcoding gap”， 物 种 分 辩 率 (9696) 和 各 
种 支持 率 与 ITS 相 比 虽然 稍 有 降低 ， 但 如 果 ITS2 
能 够 克服 ITS 引物 通用 性 低 以 及 比 对 困难 等 问题 
(Chen 等 , 2010; Liu 等 , 2010; Hollingsworth 等 ， 
2011), ABA ITS2 可 以 替代 ITS 作为 秋 海 党 属 植物 
的 DNA 条 形 码 ， 是 ITS 的 一 个 有 效 的 补充 片段 。 

综 上 所 述 ， 叶 绿 体 基因 rbcL, matK 和 trnH- 
psbA 种 内 和 种 间 变 异 小 ， 对 秋海棠 属 植 物 的 鉴 
别 能 力 有 限 ， 不 适合 作为 秋 海 常 属 DNA 条 形 码 
鉴定 的 标准 条 码 ; ITS/ITS2 片段 种 内 和 种 间 变 异 
大 ， 物 种 正确 鉴定 率 高 ， 可 考虑 作为 秋 海 党 属 
DNA 条 形 码 鉴定 的 标准 条 码 。 支 持 中 国 植物 条 
形 码 研究 组 建议 将 核 基 因 ITS/ITS2 纳入 种 子 植 
物 DNA 条 形 码 核心 片段 中 的 观点 。 本 研究 中 只 
涉及 秋 海 党 属 部 分 种 类 ， 且 大 多 分 布 在 中 国 云南 
或 广西 ， 因 此 ， 对 秋海棠 属 DNA 条 码 的 评价 还 
有 待 于 进一步 更 加 全 面 的 研究 。 我 们 期 待 随 着 植 
物 DNA 条 形 码 的 不 断 发 展 和 新 一 代 植 物 志 (下 - 
lora) 的 构建 与 实施 ，DNA 条 形 码 鉴定 技术 与 形 
态 分 类 相辅相成 ， 能 够 实现 秋 海 党 属 植 物 快速 、 
准确 、 便 捷 的 鉴定 。 
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